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論文内容の要旨 
 
 欠失突然変異は遺伝情報の一部を失う可能性のある突然変異であり、その結果として癌
などの疾患の発生や、単細胞生物では個体の維持が脅かされる危険さえある。突然変異に
は、欠失の他に塩基置換、フレームシフト、挿入などがあるが、それらと比較して欠失突
然変異はゲノムあるいは生物に大きな影響をもたらしやすいという特徴がある。しかし、
欠失生成機構についてはまだ謎の部分が多い。 
 本研究では、ゲノムの安定性維持という問題に注目し、大腸菌を材料として自然欠失突
然変異の生成機構を明らかにすることを目的とした。欠失突然変異生成に関して、大腸菌
ではRecombination モデル(図 1)と、Slipped mispairing モデル(図 2)が報告されている。
これらのモデルでは、欠失点の直前にある同方向の繰り返し塩基配列（一対の相同な塩基
配列）を利用して欠失突然変異が生じる。本研究では、組み換え機能を欠損した6種類の
大腸菌株（RecA, RecJ, RecQ, RuvAB, RecG, RuvC の各欠損株）において染色体 DNA 上に
存在するtonB 遺伝子を標的とし、突然変異率を求め、tonB 遺伝子の突然変異体を分離し、
変異 tonB 遺伝子の塩基配列を決定することによって解析を行った。次に、tonB 遺伝子と
その4.6 キロ塩基対下流にあるトリプトファン合成遺伝子(trp)との二重変異体をtonB遺
伝子からトリプトファン合成遺伝子にまたがる欠失突然変異体とし、欠失突然変異率を求
め、分離したtonB-trp 間の欠失突然変異体についても欠失点周辺の塩基配列を決定し、そ
の特徴についての解析を行うことによって、Recombination モデルの可能性を検証した。
欠失点周辺の同方向の繰り返し塩基配列に注目すると、欠失点の直前に相同な塩基配列が
隣接して存在するタイプと、相同な塩基配列は存在するが、欠失点から1~3塩基対ずれた
位置に存在するタイプ（非対称交叉）と、相同な塩基配列が存在しないタイプがある。欠
失点の直前に隣接して相同な塩基配列が存在する場合、この配列を利用して
Recombination モデルやSlipped mispairing モデルで説明されるようなメカニズムによっ
て欠失生成が起こると考えられている。相同な塩基配列が欠失点から数塩基対ずれた位置
に存在する欠失は、相同な塩基配列が欠失点直前に隣接している場合と同じメカニズムで
欠失が起きたあとで、その修復の過程で数塩基対のフレームシフトが起きることによって
生じると考えられている。欠失点周辺に相同な塩基配列が存在しないタイプの欠失変異は
どのようなメカニズムで作られるかは謎であるが、これらの3タイプは以上のようにそれ
ぞれ異なる機構で生成された欠失であることが予想されるため、3つのタイプに分類した。
組み換え機能を欠損した大腸菌としてまず解析を行ったのが、相同組み換えの前期過程で
重要な働きをすることが知られているRecA タンパク質の欠損株である。recA 欠損 
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 図 1       Recombinationモデルによる欠失突然変異生成機構 
染色体上の相同な塩基配列A, A’間で対合し、組み換えが起こる。 
A, A’間でできたループが欠失部分となる。     は相同な塩基配列を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 2  Slipped mispairing モデルによる欠失突然変異生成機構 
DNA 複製中に新生鎖の塩基配列 B が鋳型鎖上の A から離れ、A と相同な配列である 5’側の A’にポリメラー
ゼがスリップして、Bと A’のmispairing が起こる。mispairing がなおされないまま複製が進み、新生鎖が
次の複製で鋳型となりつくられた二本鎖 DNA では、スリップしてできたループの部分が欠失する。あるいは
修復によってループが除去されることによって欠失が生じる。        はポリメラーゼの進行方向を示す。 
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株では tonB 遺伝子の突然変異率に関して、野生株で得られた結果と差がなかった。
tonB-trp 欠失突然変異率については、野生株と比べ約4分の 1になっていた。しかし、こ
れらの欠失突然変異体の欠失点周辺の塩基配列については、野生株で観察される欠失変異
体の欠失点周辺の塩基配列の特徴と差はみられなかった。またG:C→A:Tの塩基置換変異が、
野生株では 51 サンプル中 8 サンプル生じていたのに対して、recA 欠損株では 49 の tonB
変異体中 0 サンプルであった。次に注目したのが、recJ 遺伝子の欠損株と recQ 遺伝子の
欠損株である。recJ と recQ は、それぞれ 5’→3’エキソヌクレアーゼ活性をもつ RecJ
タンパク質と、3’→5’ヘリカーゼ活性をもつRecQタンパク質をコードしている。これら
は大腸菌の組み換え経路の一つである RecF 経路で働くことが知られている酵素であり、
RecQ ホモログを欠損したヒトや酵母の細胞ではゲノムの不安定化を生じることが知られ
ていることからも、解析することに興味を持った。ところがこれらの欠損株では欠失突然
変異率や欠失点周辺の塩基配列だけでなく、tonB 遺伝子の突然変異率についても野生株と
差はみられなかった。最後に注目したのが相同組み換えの後期過程でホリデイ構造の分岐
点移動を行うRuvABタンパク質とRecGタンパク質、及びRuvABタンパク質と協調してRuvAB
が移動した分岐点の切断を行うRuvC タンパク質である。ruvAB 欠損株で欠失突然変異率が
野生株と比べ約4倍上昇したが、欠失点周辺の塩基配列の相同性に注目したときには野生
株の結果と特に差はみられなかった。recG 欠損株や ruvC 欠損株では欠失突然変異率や欠
失点周辺の塩基配列だけでなく、tonB 遺伝子の突然変異率についても野生株と差はみられ
なかった。 
 Recombination モデルで説明される機構によって欠失が生成されているとするならば、
組み換え機能を欠損した大腸菌ではその欠損する働きの違いによって欠失突然変異率は変
化し、同方向の繰り返し塩基配列を利用した欠失変異体の割合も変化することが予想され
る。しかし、今回の結果で6つの組み換え欠損株から得られた欠失変異体中の、同方向の
繰り返し塩基配列を利用した欠失変異の割合は、野生株と差がなかった。recA 欠損株では
tonB-trp 欠失突然変異率が野生株の約4分の1であったが、同じシステムを用いた過去の
報告では recA 欠損株で野生株の約 3 分の 2 になっていた。本研究の欠失点周辺の特徴で
recA 欠損株と野生株で差がなかった点や、同じシステムを用いた報告と本研究との結果を
総合的に考えると、RecAは欠失突然変異生成に関与しないと考えられる。ruvAB 欠損株で
は、欠失突然変異率が野生株に比べて4倍程度上昇していたが、欠失点の周辺塩基配列の
分類結果で野生株との差がないことから、組み換え機構は欠失生成に関与するとしても主
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要な部分では働いていないと考えられる。recA 欠損株で得られた tonB 変異体中の塩基置
換変異のうちG:C→A:Tの変異が野生株での51サンプル中8サンプルに対し、recA 欠損株
では49サンプル中0サンプルであったことに関して、同じシステムを用いた過去の結果で
はrecA 欠損株での同じ変異が53サンプル中9サンプルであり、減少はみられていない。
過去の報告と総合的に考えると、RecAは塩基置換変異生成についてもはっきりとした関与
はしていないと考えられる。DNAトポイソメラーゼ IIIの欠損株で欠失突然変異とフレー
ムシフト変異が増加するという報告や、DNA損傷の修復合成に働くDNAポリメラーゼ Iの
欠損株で欠失突然変異率が大きく上昇し、その時の同方向の繰り返し塩基配列を伴う欠失
の割合が62 %から 100 %であるという報告から、大腸菌の欠失生成はSlipped mispairing
モデルで説明できる。 
 組み換えに関わるタンパク質が欠損したヒト細胞では、ゲノムの不安定化が促進される
例が複数観察されている。例えば、今回扱った RecQ タンパク質のホモログであるヒトの
WRNタンパク質はウェルナー症候群の原因タンパク質であり、WRNの欠損はゲノムの不安定
化を導き、臨床レベルでは早老症や発癌を引き起こす。一方、今回の結果より大腸菌では
不安定化の促進は観察されなかった。この違いの説明として、ヒトのようなゲノムを 2セ
ットもつ真核生物では組み換えを行う相手である相同染色体が存在するが、大腸菌のよう
なゲノムを1セットしかもたない原核生物では組み換えを行うための相同染色体が存在し
ない。すなわち大腸菌ではゲノムの不安定化を導く異常な組み換えが起こらず、結果とし
て組み換え欠損株でも不安定化は観察されないと考えることができる。これらのことから、
大腸菌においては組み換え機構は誤りを伴うものではなく、ゲノム不安定化を導く過程に
関与はしていないと結論できる。 
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論文審査結果の要旨 
 
突然変異がどのような機構で生じるのかと言う問題は、生物学上常に問いただされる設問である。進化や
生物の多様性を説明するだけでなく、突然変異はガンや老化の機構を明らかにすることにもつながる問
題である。多様な突然変異の中で、欠失突然変異は遺伝情報を全面的に失うことに繋がり、生物への影
響は他の変異に比べて多大であると予想される。 
 欠失突然変異生成機構の研究は、その生成頻度が大変低いので、生化学的アプローチには不向きで
ある。真下和美は、ゲノムの安定性維持という立場から、大腸菌を材料として遺伝学的に欠失突然変異の
生成機構を明らかにすることを意図した。欠失突然変異生成に関して、大腸菌では組み換えモデルと、複
製誤りモデルが報告されている。この中で、組み換えモデルがもし正しいとしたときに、その過程に関わる
と思われる遺伝子、recA、recQ、recJ、ruvAB、ruvC、recG のそれぞれの欠損株を用いて、大腸菌染色
体上の tonB 遺伝子を標的に欠失突然変異生成への影響を調べた。得られた変異体の塩基配列変化を
一つ一つ調べ、野生株でのそれと比較することで、欠失突然変異生成に関わる組み換え遺伝子の支配を
明らかにしたいと考えた。  
 得られた結果を整理すると以下のようになった。１）ruvAB 変異株以外の変異株では、野生株と比べて
突然変異の生成頻度及び欠失変異生成頻度に差はなかった。２）欠失変異の欠失点の配列は、繰り返し
配列を交するもの、繰り返し配列のないもの、非対称交叉によって生じるものの３者の割合が野生株と特
別の違いはなかった。組み換え機構は従って、欠失変異生成に関わらないと結論できる。すなわち欠失
突然変異は DNA 複製誤りモデルで説明できる。 
 ruvAB 変異株では、野生株と比べて欠失突然変異が高く生成されていた。ruvAB 遺伝子が作る
RuvAB タンパク質は、DNA の Y 字構造に結合し、一方向の鎖を分離する機能がある。複製誤りで欠失
変異が生成するとした場合、その中間体として Y 字構造が出来る。この構造には、大腸菌では DNA ポリ
メラーゼ I が結合して修復することが知られている。真下和美は DNA 複製誤りで出来た Y 字構造に
RuvAB タンパク質も結合して、修復することが出来るというモデルを提唱した。 
 これらの成果は、突然変異生成機構に新たな説明を加えるもので、真下和美に自立して研究活動を行う
に必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。したがって，真下和美提出の論文は，博士
（生命科学）の学位論文として合格と認める。 
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